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Présentation lieu de stage

Le laboratoire BENSOUDA est un laboratoire d'analyses médicales privé dirigé par

Docteur BOUGRINE Nawal et cré¢ en 01/2020, assurant la réalisation de nombreuses analyses

de biologie dans différents secteurs :

Immunologie,
Biochimie,
Sérologie,
Hématologie,
Bactériologie,

Parasitologie

Le laboratoire se caractérise de plusieurs services a savoir ;

Salle de réception

Salle d’attente

Un bureau de médecin

Deux salles de prélévements

Salle technique

Salle bactériologie

Organigramme de laboratoire
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Horaires de travail

Les différents employés s'organisent de fagon a ce qu'il y ait une équipe au laboratoire
de 7h00 a 19h30 et autres équipe 9h00 al18h00 et sera change chaque jour Horaire de 7h00
al9h30 (parfois plus tard s'il reste des analyses a faire) Pendant mon stage j'ai pu observer et
m'exercer sur un secteur de I’hématologie, J'ai aussi découvert une véritable équipe de travail

et les responsabilités qui incombent a chacun.



Introduction

Ce rapport est issu d’un stage effectué au Laboratoire Médicale BENSOUDA a FES
pendant deux mois du 26 Avril au 18 juin 2021, dans le cadre d’un mémoire de fin d’étude de
la licence Science Biologie Appliquées et Santé (LST- SBAS) de I’Université Sidi
Mohammed Ben Abdellah des Sciences et Techniques.

La drépanocytose, appelée encore anémie falciforme, Sicklémie, a
I’hémoglobinopathie la plus fréquente. Elle est transmise sur le mode autosomique récessif et

résulte d’une mutation au niveau du 6 -eme codon de la chaine 3 de la globine sur le
chromosome 11. Cette mutation provoque la synthése d’une hémoglobine anormale appelé
hémoglobine S

Le mécanisme principal impliqué dans la physiopathologie de la drépanocytose est la
polymérisation de I’hémoglobine a I’état désoxygéné est a ’origine d’une anémie
hémolytique chronique et de phénomeénes vaso-occlusifs.

La drépanocytose affecte surtout les sujets de race noire car elle plus fréquente dans le
continent d’Africain. Aussi les zones de forte endémie drépanocytaire coincident avec les zones
d’infestation par le Plasmodium falciparum. Cette fréquence est le résultat d’une sélection
naturelle, le Plasmodium ne pouvant poursuivre son cycle dans des GR contenant de I’'Hb S.[4]

L’objectif de notre travail est de rapporter les aspects physiopathologiques et

diagnostiques de la drépanocytose
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Historique

En 1874, un médecin africain de I’armée britannique originaire de Freetown,
« James Beal » Africanus Horton, décrivit une rhumatique Fever, équivalent clinique

de la drépanocytose, correspondant aujourd’hui a une crise vaso-occlusive osseuse

En 1910, Ernest Irons et James Herrick sont découvertes des globules rouges
anormales a partir du cas de Walter Clement Noel, un étudiant en odontologie d’une
vingtaine d’années originaire de la Grenade

En 1910 un patient souffrait de toux, de fievre, de vertiges, de maux de téte et d’un
¢tat de faiblesse, et ressentait des palpitations et un essoufflement, comme certains
membres de sa famille. Son sang montrait qu’il était trés anémique, le nombre de ses
globules rouges n’atteignant que la moitié¢ de la valeur normale. L’observation

d’un frottis sanguin montra des globules rouges de forme inhabituelle en faucille,
c’est-a-dire « falciforme », résultat publi¢ en novembre 1910.

En 1917, Victor E. Emmel parvint a reproduire la falciformation in vitro chez certains
sujets cliniquement sains, et conclut a ’existence de deux formes de la maladie.

Par la suite, des études familiales envisagerent I’hypothése d’une transmission
héréditaire autosomique récessive avec des formes manifestes et des formes latentes
ou silencieuses.

En 1922 employait pour la premiere fois le terme « anémie falciforme » pour définir
cette maladie.

la fin des années 1940 et le début des années 1950 La compréhension des liens entre
paludisme et drépanocytose et nature précise de I’altération moléculaire conduisant a
I’hémoglobine S ( mutation d’un acide aminé sur la chaine § de I’hémoglobine ) fut
précisée par le Britannique Vernon Ingram.

En 1956 et que ’affinage des techniques d’¢lectrophorese de I’hémoglobine

En 1978, Tom Maniatis isola le g¢ne HBB de la chaine béta de I’hémoglobine sur le
chromosome 11.

en 2002 La preuve épidémiologique de la protection de la drépanocytose contre le

paludisme a P. falciparum



I- Généralité sur la drépanocytose
1- Définition

La drépanocytose, ou hémoglobinose S appelée aussi anémie a cellules falciformes, est
une maladie des globules rouges (GR) qui sont déformés par une cristallisation anormale de
I’hémoglobine cette cristallisation résulte d’une mutation de la chaine B de la globine. Les GR
falciformes ont généralement une durée de vie courte, d’environ 10 a 20 jours au lieu des 120
jours, car les GR anormales sont fragiles et favorisent leur destruction précoce (hémolyse) et

éventuellement conduire a une anémie régénérative. [figl ]

Globule rouge falciforme Globule rouge normal
chez le drépanocytaire

Figure 1: la différence entre le globule rouge normale et falciforme

Source : Anemia falciforme Biblioteca virtual em saude MC

2- Structure de I’hémoglobine
L'hémoglobine est une protéine qui se trouve a l'intérieur des globules_rouges, qui sont

eux-mémes produits au niveau de la moelle osseuse. Elle est responsable de la couleur rouge
du sang ainsi qu’au transport de l'oxygene des poumons vers les tissus. Elle contribue
¢galement, dans une moindre mesure, a I'évacuation des ions H+ et du CO2 des tissus vers les
poumons.

La molécule d’hémoglobine normale se compose de 4 sous-unités identiques deux a
deux, et chaque sous-unité contient une globine et un heme. Chaque héme est porteur d’un

atome de fer sur lequel se fixent les atomes d’oxygene. [fig2]


https://fr.wikipedia.org/wiki/%E2%85%A0
https://sante.journaldesfemmes.fr/fiches-anatomie-et-examens/2505882-globules-rouges-hematies-nfs-interpretation-taux/

4 groupements héme
(en rouge)

p-globine p-globine
cavité

a-globine a-globine

D'aprés Russell, P.J. (1996) Genetics, Harper Collins, New Yark

Figure 2:la structure de I’'hémoglobine

Source : (Russell, P.J. (1996) Genetics)
. L’héme :
Heéme est composé de Protoporphyrine IX et d’un atome de Fe. Et toujours semblable
dans les différentes hémoglobines humaines normales, anormales et animales.
La structure de I’héme : c’est une molécule complexe formée de :
- 4 noyaux pyroles unis par des radicaux méthyléne (-CH=)
- 8 chaines latérales : 4 méthylénes (—CH=), 2 vinyles (-CH=CH2) et 2
propionyles (CH2=CH2-COOH)
- Un atome de fer lie par quatre valences aux quatre atomes d’azote des noyaux
pyroles et par deux valences avec les deux atomes d’azote de la globine
L’héme peut fixer une molécule d’oxygene. Lors de la fixation de ’oxygene, I’atome
de fer se rapproche de I’histidine proximale. L’oxygene transporté s’ interpose entre 1’atome de

fer et I’Histidine distale. Cette fixation de la molécule d’oxygene par ’héme est réversible [ 10]

[fig 3]
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Figure 3:la structure de ’'héme

= La globine
La globine correspond a la partie protéique de I’Hb, elle est composée de 4 types de chaines
polypeptidique a, B, y et d se différenciant chacune par sa séquence en acides aminés
Plusieurs geénes codent pour ces chaines polypeptidiques : ceux de I’a-globine se

trouvent sur le chromosome 16 et ceux de la B-globine sur le chromosome 11 [10] [fig4]

Localisation des génes des globines

Figure 4 : localisation des genes des globines

Source : Une famille multigénique, les (hémo et myo) globine

= Les différentes hémoglobines
Chez I’homme, plusieurs hémoglobines se succédent au cours de la vie et a tout moment. Ces

hémoglobines se distinguent par la nature des sous-unités qui les constituent. Ces modifications



s’effectuent parallelement au changement du lieu d’érythropoiese (sac vitellin chez I’embryon,
foie, rate et moelle osseuse chez le foetus, moelle osseuse chez 1’adulte normal)

- Chez le feetus, a partir du 37¢éme jour, I’Hb feetale (HbF) formée de 2 chaines o et

2 chaines y : a2y2 apparait pour devenir le composant hémoglobinique principal.

- A la naissance, I’enfant a plus d’HbA (a2p2) (20-40%) que d’HbF (60-80%)

- A I’age adulte, on retrouvera majoritairement 1’hémoglobine A, formée des diméres a2f2.

Elle correspond a 97% de I’hémoglobine produite [fig5]

Chaines d'hémoglobines présentes a

§ (%) dif férents moments de la vie
] |
238 -
0
0
Grossesse T Age
Naissance

Figure 5:chaines d’hémoglobines présentes a difféerents moments de la vie

Source : Une famille multigénique, les (hémo et myo) globine

3- L’hémoglobine drépanocytaire (I’hémoglobine S)
La synthése de I’hémoglobine anormale HbS est un résultat de la mutation sur le

chromosome 11 du 6 -¢éme codon de la chaine B-globine de I’hémoglobine, entrainant la
substitution d’un acide glutamique (hydrophile) par une valine (hydrophobe) au niveau de la -
globine

Cette mutation a conduit a la polymérisation de I’Hb a 1’état désoxygéné

4 -génétiques
La drépanocytose est transmise selon le mode autosomique récessif. Pour développer la

maladie il faut que les deux parents transmettent le géne malade, La personne atteinte de



drépanocytose posséde donc les deux genes altérés on dit qu’elle est homozygote SS. Un

individu porteur sain n’en possédera qu’un on dit alors qu’il est hétérozygote AS [fig6]

t

A/sS A/S
ASA ASs Afs 5/s

[ Hormmozygote san Il Homozygote malads
BN Helerozygoie porteur sain

Figure 6:le mode de transmission de la drépanocytose

Source : Drépanocytose : le combat des femmes afro-descendantes
contre le dépistage ethnique

II- épidémiologie
1- la drépanocytose et paludisme

Le paludisme est une maladie tropicale résultant de l'infection par le parasite
Plasmodium falciparum transmis par piqire de moustique (Anophele). Les symptomes du
paludisme résultent du développement de P. falciparum dans les GR. Depuis des siccles, le
paludisme a exercé des pressions sur le génome humain, sélectionnant des mutations conférant
une protection contre les formes séveres de la maladie. C'est le cas de la mutation du gene de
I'hémoglobine (HbA) [2] [fig7]

= L S

Drépanocytose Paludisme

Figure 7:les régions de la répartition de paludisme et drépanocytose

Source : La drépanocytose : une protection contre le paludisme


https://fr.wikipedia.org/wiki/%E2%85%A1

2- répartitions dans le monde
Dans certaines zones, la prévalence du génotype hétérozygote AS peut atteindre

25 % a 30 % de la population. En 2016 I'OMS, 300000 enfants naissent avec cette maladie dans
le monde chaque année. En France métropolitaine, 10000 personnes sont touchées, 2000 en
Martinique et 1500 en Guadeloupe.

Dans les pays d’Afrique de I’Ouest (Ghana et Nigéria), la fréquence du trait
drépanocytaire atteint 15 a 30 %. [7] [fig8]

Figure 8:répartitions de la drépanocytose au monde

Source : drépaconseils : la drépanocytose : la Maladie

3- répartitions dans le Maroc
L'OMS estime le taux des porteurs au Maroc a 6.5%, ce qui laisserait supposer

l'existence de 30.000 cas de formes majeures de thalassémie et drépanocytose au Maroc [fig9]

[11]



Réparation géographique

Rabat

Casablanca
Moulay bousselham

Nord oeust maroc

Figure 9:répartitions de la drépanocytose au Maroc

[T les complications
Les complications de la drépanocytose sont multiples et sont deux types aigue et chronique

1 Complications aigués
Parmi les complications aigués se trouvent :
= Aggravation de ’anémie
L'anémie est souvent le premier signe de la maladie. Elle se traduit par une
paleur et une fatigue chronique, parfois par une jaunisse (ictére). La survenue d’une anémie
aigué doit faire évoquer d’abord des causes classiques comme les hémorragies, les prises
médicamenteuses. Certaines complications spécifiques particulierement fréquentes lors d’une
drépanocytose doivent également étre recherchées comme la nécrose médullaire aigué,
I’infection par le parvovirus B1 et séquestration splénique
= Crises douloureuses drépanocytaires
Désignées sous le terme de crises vaso-occlusives (cvo), Il s’agit d’une
complication tres caractéristique de cette pathologie
Ce sont des acces douloureux soudains extrémement violents. Ils sont
provoqués par I’agglutination des globules rouges qui vont alors empécher la circulation
sanguine et priver d’oxygeéne un organe engendrant ainsi les douleurs. Cette crise vaso-
occlusive peut toucher différentes parties du corps : abdomen, thorax, os, articulations, yeux,

cervead...
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Chez I’enfant de moins de 2 ans, on retrouve le syndrome pied-main appelait

(dactylie), syndrome thoracique aigu et accident vasculaire cérébral (AVC) [3]

L'enfant atteint est 4gé de 6 mois a 2 ans. Il présente une tuméfaction
douloureuse des mains et/ou des pieds avec une difficulté d’immobilisation des membres. [4]

[fig10]

Figure 10:le syndrome dactylie

Source : Gonflement mains/pieds| drepanoclic

Le syndrome thoracique est défini par I'association de fievre ou de symptomes
respiratoires avec un infiltrat pulmonaire constaté sur une radiographie et il s'exprime le plus

souvent par une toux, une douleur thoracique et une dyspnée [5]

Lorsque les vaisseaux qui amenent le sang au cerveau sont obstrués, ce dernier
n’est plus assez oxygéné ce qui peut provoquer des accidents graves, appelés accidents
vasculaires cérébraux. Ces AVC peuvent correspondre a un arrét de la circulation dans le
cerveau (ischémie).

Les Facteurs favorisant la survenue des crises vaso-occlusives :

- Déshydratation, Effort intense ou prolongé, Infection.

- Variations de la météo : vent, sécheresse, froid, canicule.

- Stress physique ou psychologique, consommation d’alcool, période des

reégles.

= Infection
Chez la plupart des patients atteints de drépanocytose, la rate augmente de

volume au cours de I'enfance parce que les globules anormaux sont piégés dans la rate. Les
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personnes atteintes de drépanocytose sont donc plus Susceptibilité accrue aux infections
parce que la rate contribue a lutter contre les infections.
Les infections les plus graves chez I'enfant : Pneumopathie, ostéomyélites

(salmonelles et les staphylocoques) et Les méningites, les septicémies a pneumocoque

2- Complications chroniques
Parmi les complications chronique se trouvent :

= Atteinte cardiaque
L’anémie s’accentue souvent et conduit a une augmentation compensatrice et
ceeur qui devient plus musclé et volumineux et le débit de la pompe cardiaque augmente. Chez
certaines personnes, avec 1’age le ceeur perd en efficacité (insuffisance cardiaque) [6]
= Atteinte rénale
Les reins peuvent également étre atteints. Cela se traduit le plus souvent par
la présence a albumine dans les urines. Le mauvais fonctionnement des reins progresse plus
rapidement vers une insuffisance rénale chronique.
= Hépatomégalie
Chez les drépanocytoses plusieurs substances peuvent s’accumuler
dans le foie particulaire le fer a cause d’hémolyse des globules rouges et provoque une
augmentation de son volume s’appelle hépatomégalie. La répétition des agressions peut aboutir
a un dysfonctionnement du foie.
= Lithiase biliaire
La bilirubine est le pigment produit suite a la destruction des GR fragiles. Son

accumulation dans la vésicule biliaire provoque la formation de calculs biliaires. [6]

[V- diagnostics

Le diagnostic de drépanocytose repose dans tous les cas sur ’identification formelle de I’HbS.
Il doit étre accompagné d’une enquéte familiale du patient

1- Diagnostic prénatale

Si le couple a déja eu un enfant atteint de la drépanocytose ou si les parents se
sont porteurs de ’anomalie génétique, il est possible de réaliser un diagnostic prénatal pour les
grossesses ultérieures. Le but du diagnostic prénatal est de déterminer au cours de la grossesse
si ’enfant a naitre est porteur ou non de la maladie, il permet de rechercher la mutation dans

I'ADN feetal circulant en petite quantité dans le sang de la mere ou sur I’ADN du feetus grace a
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un prélévement au niveau du placenta (choriocentése) ou du liquide amniotique (amniocentése)

en début de grossesse.

2- diagnostics biologiques
= Hémogramme

Cet examen révele une anémie et les taux d’Hb vont se situer entre 6 et 9 g/dl.
L’origine de cette anémie est une hémolyse chronique. L’anémie est normocytaire (VGM
normal 80-98 fl) et normochrome (TCMH normal >27pg). Le taux de réticulocytes est élevé,
supérieur a 150G/1 (anémie régénérative), et la numération des leucocytes et des plaquettes est
normale.[7]
. Frottis sanguin
L'examen du frottis sanguin révele la présence d'hématies en forme allongés

« faucille » ou drépanocytes [figl1]

7 0. O%,c:

@\\\\o

D O af
Figure 11:frottis sanguins d’hématite falciforme

Source : SVToline - premiere S TP6

= Le test ’EMMEL ou test de falciformation

Il s’agit d’un test simple consistant & provoquer in vitro la désoxygénation puis la
polymérisation de I’hémoglobine. Aprés incubation d’une goutte de sang avec une substance
réductrice comme le métabisulfite de sodium, on observe au microscope la falciformation des

hématies [7] [figl2]
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Source : Test d’Emmel : recherche hémoglobine S dans la drépanocytose

= Le test dTTANO ou test de solubilité

Ce test met en évidence in vitro la polymérisation de I’hémoglobine S et son caractere
insoluble, dont I’activité est fortement accrue par I'utilisation d’un tampon phosphate de force

ionique ¢levée. En présence d’HbS et a température ambiante, un trouble apparait. [7] [figl3]

A B

Figure 13:test d’ITANO
A : Témoin normal

B : Présence d ’HbS

Source : al 1-hemoglobinopathies-kaddari-moradkhani
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- Electrophoréeses de I’hémoglobine
L’¢ectrophoreses de ’hémoglobine permet de différencier les homozygotes des
hétérozygotes, Les hémoglobines anormales ont un comportement électrophorétique différent
[7]. 1l existe deux techniques :
- la technique d’électrophorése sur acétate de cellulose a pH alcalin : L’HbS est
caractérisée par une mobilité plus lente que I’'HbA
- la technique d’¢lectrophorése sur agar a pH acide : Cette technique compléte
I’¢lectrophorese a pH alcalin. La migration d’une hémoglobine anormale en agar dépend
d’abord de la localisation de la mutation et secondairement du changement de la charge
= Chromatographie
C’est une étape indispensable pour préciser le diagnostic des syndromes
drépanocytaires. Tres sensible et tres spécifique, cette technique permet la séparation d’un tres
grand nombre d’hémoglobines par échange sur des résines cationiques. De plus les différentes
fractions HbA, HbA2, HbF et HbS sont présentent méme a de faibles taux, peuvent étre
quantifiées. [7]
= Bilan de I'hémolyse
Le bilan de I’hémolyse montre une hyperbilirubinémie indirecte, une élévation

des LDH et une diminution de I’haptoglobine avec hypersidérémie.[6]

V- Thérapeutique

La drépanocytose fait I’objet de nombreuses recherches visant a en développer
un traitement. Plusieurs méthodes ont ét¢ mises au point et sont utilisées, mais aucune
thérapeutique ne s’avere parfaitement efficace et ni parfaitement tolérée. Les principaux
traitements utilisés sont traitements pharmacologiques, la transfusion sanguine et la greffe de

la moelle osseuse.

1- Traitements pharmacologiques
Les traitements pharmacologiques sont les plus fréquemment appliqués en

premier lieu en fonctionne 1’age du patient et son profil phénotypique et clinique.
. Hydroxyurée
Les mécanismes d'actions de I’'HU reposent sur [’augmentation de
I’hémoglobine F et ainsi réduit la polymérisation dans les GR drépanocytaires. En effet ’HU
augmente le nombre des GR contenant de ’hémoglobine F et enfin la diminution de I’intensité

de I’hémolyse, aprés un mécanisme encoure inconnu [7]
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- La prise en charge des douleurs
Les crises douloureuses constituent la premicre cause de consultation ou
d’hospitalisation, Lorsqu’une crise commence, on peut d’abord prendre & domicile des
médicaments antidouleurs (antalgiques) recommandés par le médecin. Il peut s’agir par
exemple d’aspirine, de paracétamol ou d’ibuproféne. Ces médicaments permettent également
de faire baisser la fievre.
Si le malade a toujours mal aprés ses premicres mesures des antidouleurs plus

forts comme la morphine ou ses dérivés sont prescrits pour soulager le malade.[6]

2- Transfusion sanguine
La transfusion apporte des GR contenant d’hémoglobine A. Elle est utilisée

dans le traitement d’urgence de certaines complications graves. Il
existe trois modalités différentes de la transfusion sanguine chez la drépanocytaire : la

transfusion sanguine simple, I’échange transfusionnel et la transfusion sanguine au long cours.

= Transfusion sanguine simple
Transfusion simple dans les cas d’anémie aigué. - Hémolyse aigue -
Séquestration splénique - Infection par le parvovirus

Le taux d'Hb habituel des drépanocytaires homozygotes SS est compris entre 6 et 9 g/dL et

L’objectif de la transfusion sanguine simple est de ramener un taux d’Hb a sa valeur

physiologique.
= Echange transfusionnel
L’objectif de 1’échange transfusionnel est de remplacer les hématies
drépanocytaires par des hématies contenant de I’HbA

L’échange transfusionnel consiste en une procédure automatisée au cours de laquelle on préleve
des globules rouges du patient drépanocytaire et, dans le méme temps, on transfuse des GR
sains d’un donneur de sang.
. Programmes de transfusion sanguine au long cours
. Ces programmes ont pour objectif de maintenir en permanence le taux d’HbS
au-dessous de 20, 30 ou 40 % selon I’indication clinique et transfusions sont réguliéres toutes

les 3-4 semaines

3- la greffe de moelle osseuse
La greffe de moelle osseuse consiste a remplacer la moelle qui fabrique les GR

falciformes par une moelle saine (prélevée sur un membre de la famille « compatible ») qui
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fabriquera des globules rouges normaux. Cette procédure est réservée a un tres petit nombre de
malades présentant une forme trés sévere de la maladie ou ayant un risque de mortalité précoce,
c’est une opération qui nécessite un traitement trés lourd et peut entrainer des complications
graves potentiellement mortelles. 11 s’agit d’une hospitalisation d’au moins six semaines
pendant lesquelles le risque d’infection est élevé parce que le malade est sans défenses

immunitaires durant cette période [6]
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MATERIEL & METHODES
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[- Matériel
1- Appareils utilisés

Pour la réalisation de ce travail, nous avons utilisé¢ I’automate SYSMEX XS 10001 pour
déterminer la formule sanguine compléte et I’automate BIO RAD D 10 pour le dosage de
I’hémoglobine

#+ SYSMEX XS 1000i
L’analyseur SYSMEX XS 1000i utilise La technologie fluorescente et la focalisation

hydrodynamique permettent aux analyseurs de classer de fagon constante des populations
normales de globules blancs (WBC), de globules rouges (RBC) et de plaquettes (PLT) par
rapport a des populations anormales

L'échantillon est éclairé par un faisceau laser a semi-conducteur, qui peut séparer les

cellules a l'aide de trois signaux différents :

. Lumiere diffusée vers l'avant (forward scatter ou FSC)
. Lumiere diffusée latéralement (side scatter ou SSC)
. Lumiére de fluorescence latérale (fluorescence latérale ou SFL).[8]

Figure 14:appareil de SYSMEX XS 1000i

Source : Hematologji intermedica

4+ BIORADD 10
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L'appareil D-10 fournit des tests d'hémoglobine compléte HbAlc et HbA2/F/Alc et
aussi HbS sur une seule plateforme. Et il utilise des méthodes de chromatographie d’échange

d’ion et aussi utilisant une technique de HPLC [9] [fig2]

Figure 15:Appareil de BIO RAD D10

Source : Systeme D10| diagnostic clinique| Bio Rad

2- Les reéactifs
Les réactifs nécessaires de réaliser cette manipulation sont : Colorant de May-Grunwald et
Giemsa

% Colorant de May-Grunwald
Un colorant basique : le bleu de méthyleéne sous forme d’éosinate de bleu de méthylene

% Colorant de Giemsa
Un colorant acide : I’éosine

Un colorant basique : les azures de méthylene sous forme d’€¢osinate d’azur de
méthyléne.

Ces deux colorants sont en solution dans 'alcool méthylique sous forme inactive
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Lors de I'addition d'eau, les sels précipitent (€osinate de méthyléne et azur de méthylene)

et se fixent sélectivement sur les constituants cellulaires

II- Méthodes

1- Hémogramme
L'hémogramme est le premier examen biologique utilisé pour dépister l'analyse

quantitative (numération) et qualitative (formule) des éléments figurés du sang : hématies
(globules rouges ou érythrocytes), leucocytes (globules blancs) et thrombocytes (plaquettes), et
explorer et suivre la plupart des hémopathies.

I1 est réalisé a partir d'un échantillon de sang prélevé par ponction veineuse et recueilli

dans un tube contenant un anticoagulant sec de type EDTA

2- Frottis sanguin
+* Préparation du frottis sanguin

Un frottis sanguin sera réalisé¢ a partir du tube, ou mieux a partir de sang qui n'a pas été
mis en contact avec l'anticoagulant. L'identification précise des cellules et de leurs anomalies

Protocole :

1 Prélévement du volume de sang

2 Dépot d’une goutte a I’extrémité d’une lame

3 Placer sur la goutte une lamelle inclinée a 45° de facon a ce que le sang s'étale sous la
lamelle

4 Faire glisser la lamelle maintenue a 45° le long de la lame

5 Sécher la lame en 'agitant dans l'air. [fig16]
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Préparation d'un frottis sanguin
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Permet d'évaluer le nombre et la morphologie des cellules sanguines

Figure 16: les étapes de préparation du frottis sanguin

Source : Réalisation d'un frottis sanguin coloré

% Coloration de frottis par MGG

1- On a placé la lame sur un support horizontal situ¢ au- dessus d’un bac de
coloration

2- On a Met la colorant May-Grunwald pure de facon a recouvrir complétement la
frottis

3- On a laissé agir 3 minutes puis on lave avec ’eau

4- On a Met la colorant Geimsa Diluer 1/10 et laisser agir 10 a 15 minutes

5- On a lavé la lame avec 1’eau

6- On a laissé sécher la lame a I’air en position inclinée et doucement

7- On a Observé du frottis coloré au microscope optique a 1’objectif 100.

#+ Examen du frottis

L’examen permet de juger de la qualité de 1’étalement, mais aussi d’etudier la forme des

GR. Le pourcentage cellule drépanocytose et la forme falciforme dont notes

3- L’étude de ’hémoglobine

Le prélevement pour le dosage de I’hémoglobine doit étre réalisé sur tube EDTA et

déterminé par technique chromatographique HPLC

Le technique d’HPLC sont actuellement utilisées pour le dosage de I'HDA,

I’HbA2,I’HbF, avec possibilité de dos¢ I’hémoglobinopathie (HbS).
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Le diagnostic de la drépanocytose repose dans tous les cas sur 1’identification
formelle de I’'HbS par la chromatographique accompagnée dun Hémogramme.
Cette étude a été effectuée sur deux cas cliniques : un enfant de six mois et un enfant de cinq
ans [12]

e (Cas 1 : enfant de six mois

Résultat de 'hémogramme

Figure 17:Hémogramme d’un enfant 6 mois

on remarque que le taux d'hémoglobine est de 8g /dl, valeur inférieure a la normale
physiologique qui doit étre superier a 13 g/dl ce qui se traduit par I’atteine du patient par
I’anémie. Pour comfirmer le résultat un frottis sanguin est réalisé afin de rechercher des
poikilocytose (anomalie de formes de globules rouges).
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L’étude du forttis sanguin

Figure 18: Examen microscopique du frottis sanguin d’un enfant de 6 mois

L’examen du frottis sanguin montre la présence des GR falciformes c-a-d en forme de
faussille qui s’explique par la présence d’un état pathologique appelé drépanocytose.

L’¢tude de ’hémoglobine

T HPLC
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Figure 19: Dosage d’hémoglobine chez un enfant de 6 mois
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L’étude chromatographique de 1’Hb réalisé pour confirmer la présence de ’'Hb S qui se
traduit par une forme falciforme caractériqtique de la drépanocytose.

- Onremarque la présence d’un pic d’HbS a 90%

- Un pic d’HbF a 25%

- Etun pic qui correspond a ’'HbA2 de I’ordre de 2-3%. Absence compléte d’HbA sur
le tracé.

Etude dun 2°™ cas clinique: enfant de cinq ans

Résultat de 'hémogramme

Figure 20:Hémogramme d’un enfant de 5 ans

on remarque le taux d'hémoglobine est normale et correspond a la valeur physiologique.
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forttis sanguin

Figure 21:examen microscopique du frottis sanguin d’un enfant de 5 ans

Le frottis sanguin monte la présence de GR normales et ’absence compléte de cellules
falciformes.

L’¢étude de I’hémoglobine

20%- 1 HELC l—

2%
Hb A Hb 5

| B3t

2 3 4
HPLC: h&terozygote =

Figure 22: Dosage d’hémoglobine chez un enfant de 5 ans

Le dosage chromatographique de I’Hb réalisé sur un prélévement sanguin d’un enfant de
5 ans

- Onremarque la présence d’un pic d’HbS a 40%
- Unpic d’HbA a 60%
- Et un pic qui correspond a ’HbA2 de I’ordre de 2-3%
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Comparaison des deux cas cliniques :

Enfant 6 mois Enfant Sans
Taux hémoglobine 8 g/dl 11,6g/dl
Frottis sanguin Présence des GR falciforme | Présence des GR normale
Chromatographie Hb Absence d’HbA Présente d’HbA (60%)
Présente d’HbS (90%) Présente d’HbS (40%)

Tableau 1: Comparaison entre hétérozygote et homozygote
Interprétation :

Pour le 1¢r cas le taux d’hémoglobine est compris entre 6- 9g/dl et on note 1’absence de
d’HbA avec présence d’HbS a 90%, Donc ¢’est un exemple de drépanocytose homozygote
(SS) (signifie que les deux génes sont mutées)

Pour le 2°™ cas on remarque une valeur normale d’hémoglobine avec un pic d’Hb A a 60%,
un taux largement supérieur a ’HbS (40%). Donc ce patient présente une drépanocytose
hétérozygote (AS) (c-a-d un géne normal et I'autre géne mutée)
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Conclusion

La drépanocytose demeure la maladie génétique la plus grave dans le monde. En effet
la polymérisation de I’hémoglobine S a 1’état désoxygeéné entraine une falci-formation du GR
qui perd ses propriétés de déformabilité et d’¢lasticité nécessaires pour passer a travers les petits
vaisseaux ce qui rend compte de ’anémie hémolytique expliquent les complications vaso-
occlusives de la maladie.

Actuellement, Il existe plusieurs attitudes thérapeutiques qui permettent d’améliorer la

prise en charge des patients, mais aucun traitement ne s’avere parfaitement efficace, ni tolérée
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